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New purified viral agent involved in viral non-A non-B, epidemic, sporadic or post-transfusional hepatitis, defined 
by the distribution profile of its antigenic activity, comprising at least one band at a density of 1.28-132 g/cm 3 and/or at 
least one band with a density of 1.17-1.19 g/cm 3 , and the antigen associated with said viral agent Method for isolating said 
viral agent and the antigen which is associated therewith. Utilization of said viral agent as diagnostic reagent Method for 
the detection of the non-A non-B antigen present in the faeces of patients suffering from non-A non-B viral hepatitis. Im- 
munologic reagent for the detection of NANB viral, epidemic, sporadic or post-transfusional hepatitis and method for iso- 
lating anti-NANB antibodies capable of being used as immunologic reagents. Applications of said anti-NANB antibodies 
to the diagnosis of viral, epidemic, sporadic or post-transfusional NANB hepatitis and as therapeutic agents. 



(57) Abrege Nouvel agent viral purifie implique dans {'hepatite virale non-A non-fi, epidemique, sporadique ou 
post-transfusionneile, defini par le profU de repartition de son activite antigenique, qui comporte au moins une bande a 
une densite de 1,28-1,32 g/cm 3 et/ou au moins une bande a une densite de 1,17-1,19 g/cm 3 , et Tantigene associe a cet agent 
viral. Procede d'isolement dudit agent viral et de 1'antigene qui lui est associe. Utilisation dudit agent viral en tant que 
reactif de diagnostic. Procede de detection d'antigene non-A non-B present dans les feces de patients atteints d'hepatite vi- 
rale non-A npn-B. Reactif immunologique pour la detection de I'hepatite virale NANB, epidemique, sporadique ou post- 
transfusionneile et procede d'isolement d'anticorps anti-NANB aptes a etre utilises en tant que reactifs immunologiques. 
Applications desdits anticorps anti-NANB au diagnostic de I'hepatite virale NANB epid6mique, sporadique ou post-trans- 
fusionneile et en tant qu'agents therapeutiques. 
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Agent viral de 1' hepatite NAgB, antigene et 
reactif iiranunologique . ^ — 

5 

La presente invention est relative a I'isolement et 
a la caract£risation d'un agent viral implique dans I'hepati- 
te non-A non-B tant epidemique que sporadique ou que post- 
10 transfusionnelle. 

L' hepatite virale peut etre causee par le virus de 
1 'hepatite A (HAV) , par le virus de 1 'hepatite B (HBV) et par 
un nombre inconnu de virus d' hepatite non-A non-B (NANB) non 
encore identifies. Actuellement dans les pays developpes dans 
15 lesquels la prophylaxie de l'HBV est efficace, les NANB sont 
la cause la plus importante d'hepatite infectieuse conduisant 
a 1' hospitalisation. Cette maladie est consideree comme im- 
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pliquant au moins trois virus : deux sont transmis par la 
sang contaraine et les produits de sang contaraine; pour le 
troisierae qui est a i'origine de i'hepatite NANB epidemique, 
1'Inveateur a pu £tablir qu'il est egalement responsable de 
50 a 60% des cas d'hepatites necessitant une hospitalisation, 
rapportes dans les pays occidentaux et son mode de transmis- 
sion est inconnu. Dans les pays en voie de developpement, le 
NANB semble egalement associe a des epidemies a grande 
echelle liees a un mode de transmission f ecal-pral vehicule 
par l'eau. Actuellement cinq cas d* epidemies de ce type ont 
ete rapportes depuis 1980 : en Inde, en Siberia, au Nepal, en 
Algerie et recemment en Cote d'lvoire. Dans tous ces cas, un 
taux.de mbrtalite eleve a et6 observe parmi les femmes 
enceintes. 

15 tfos connaissances actuelles concernant les virus 

qui sont a I'origine de I'hepatite fcTANB sont d'une 
iirprecision decourageante et sont limitees a des donnees 
cliniques et epideraiologiques . Des agents f iltrables ont 
netteraent ete'isoles par inoculation de sang -ou de produits 

20 sanguins provenant de sujets souf f rant d 'hepatite NAtfB 
post-transfusionnelle a des' chirapanzes et des produits 
sanguins infectieux sont disponibles* En ce qui concerhe 
I'hepatite NANB epidemique, tres peu d* infections 
experimentales ont &t£ realises : 1* infection s'.est av£ree 

25 transmissible aux ouistitis (Saguinus raystax), aux singes 
macaques (i-Iacacus cynomolgus) et a un volontaire humain et 
recemment a des singes verts africains (Cercopithecus aethops 
et Erythrocebus patas), raais aucune preparation infectieuse 
definie n r a ete proposee. 

30 E & ce qui concerne I'hepatite post-transfusion- 

nelle, an depit de la plethore de rapports sur des systeraes 
aritigene-anticorps NANB, des modifications ultrastructurales 
. et des particules analogues a des virus, tous potentielleraent 
prometteurs, aucun agent causal ni aucun systeme ou virus qui 

35 remplisse les criteires serologiques acceptes pour une asso- 
ciation causale' specif ique, n'a ete identifie anterieure- 



WO 88/03410 



PCT/FR87/00441 



- 3 - 

ment aux travaux qui ont abouti a La presence invention. Sn 
ce qui concerne 1' hepatite epidemique, des particules analo- 
gues a des virus, de forme spherique et de 27 nm de diametre 
ont ete visualisees dans de tres rares feces et la caracteri- 
5 sation immunologique a ete mediocrement realis£e par aggluti- 
nation au microscope electronique. La replication virale n'a 
jamais ete obtenue dans des cultures cellulaires pour quelque 
virus NANB que ce soit. 

La Demande de Brevet franqais n* 86 05437, au nom 

10 de l'INSTITUT PASTEUR, et qui mentionne Monsieur PILLOT comme 
Inventeur, a pour objet un reactif propre a permettre la de- 
tection d* hepatites virales NANB epidemiques et un procede de 
diagnostic mettant en oeuvre ce reactif; le reactif conforme 
a cette Demande de Brevet est constitue par des Igtl anti-NANB 

15 isolees de serums de singes infectes artif iciellement par des 
extraits de feces de patients, connus pour etre atteints d* he- 
patite NANB epidemique, lesquelles IgM anti-NANB sont avanta- 
geusement fixees sur des supports solides tels que, notara- 

# 

ment, des plaques de PVC. 
20 La poursuite de ses recherches a partir de 1* inven- 

tion objet de la Demande de Brevet precitee a permis a 1'In- 

* 

venteur d'atteindre les buts suivants : 

1°) II a infecte des singes dont il a utilise les anticorps 
(Ac), ainsi que les Ac de convalescents huraains, pour 
25 deveiopper un test ELISA pour la detection specifique 

d'antigenes (Ag) associes au virus et la detection des Ac 
anti-viraux; 

2°) L'Inventeur a reussi a repliquer le virus dans une lign£e 
continue de cellules hepatocytaires avec une bonne pro- 
30 duction de materiel antigenique; 

3°) II est parvenu a visualiser des particules virales dans 
des preparations purifiees d* echantillons de feces et 
dans des lignees d'hepatocytes infectees; 
4°) II a pu etablir 1 ' implication du meme agent causal dans 
3 5 l'hepatite virale NANB aussi bien epidemique que sporadi- 

que- 
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5°) En considerant le role de 1 'agent NANB epidemique dans 
I'hepatite sporadique, I'Inventeur a ete eh mesure de 
verifier que Ledit agent peut etre non seulement vehicule 
par I'eau, mais etre egaleraent transmis par d'autres 
5 votes que I'eau et notamment par la voie sanguine 

trans fusionnel le * 

La presente invention s/estdonne pour but I'iden- 
tification et la caracterisation d'un nouvel agent viral, 
ainsi que d f un antigene (Ag) NANB associe a ce nouvel agent 
10 viral et une methode de diagnostic d 1 hepatite NANB aussi bien 
epidemique que sporadique et que post-transfusionnelle, par 
detection de l'Ag associe au virus de NANB, en utilisant les 
anticorps (Ac) qui font l r objet de la Demaride de Brevet 
INSTITUT PASTEUR precitee ou par recherche des Ac du malade, 
15 en utilisant le virus on ses fractions adsorbe sur un support 
adequat. . 

La presente invention a egalement pour but de pour- 
voir a des reactifs de diagnostic immunologiques utilisables 
dans la methode de diagnostic de l'hepatite NANB conforme a 

20 la presente invention/ ainsi qu'a un kit pret a I'eraploi pour 
la realisation de ladite methode de diagnostic- 
La presente invention a pour ob jet un nouvel agent 
viral purifie implique dans I'Tiepatite virale NANB epidemic 
que, sporadique ou post— trans fusionnelle, caracterise en ce 

25 qu'il presente un profil de repartition de son activite anti- 
genique qui comporte au raoins" une bande a une densite de 
1,28-1,32 g/cm 3 et/ou au moins une bande a une densite de 
1, 12-1 , 19 g/cm 3 . 

Selon un mode de realisation de 1* agent viral puri- 

30 fie implique dans l'hepatite NANB epidemique, sporadique ou 
post-transfusionnelle, celui-ci est isole de feces de pa- 
tients atteints d r "hepatite NANB, par centrifugation et fil- 
tration a travers un filtre dont la porosite est de l'ordre 
de 0,22 urn. . 

35 Selon un autre mode de realisation de 1' agent viral 

implique dans 1 'hepatite NANB epidemique, sporadique ou post- 
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transf usionnelle, celui-ci est obtenu a partir d'hepatocytes 
ou de lignees cellulaires continues d'hepatocytes, inocules 
par de l'extrait de feces d'un malade atteint d 'hepatite NANB 
ou par un extrait de foie d'un singe infecte. 
5 Selon encore un autre mode de realisation de l'a- 

gent viral implique dans l'hepatite NANB epidemique, sporadi- 
que ou post-transfusionnelle, ledit agent viral auquel est 
associe l'antigene specif ique, se presente sous la forme de 
particules virales spheriques de deux type principaux, a sa- 
10 voir des particules d 1 environ 75 nm de diametre et des parti- 

* 

cules de I'ordre de 25 a 30 nm de diametre, les premieres 
etant ma joritairement presentes dans les fractions d'un gra- 
dient de CsCl de densite variant entre 1,1 et 1,6 g/ml, dont 
la densite est comprise entre 1,28 et 1,32 g/cm 3 et les frac- 
15 tions a 40-41,5% d'un gradient de saccharose de concentra- 
tions variant de 10 a 60% poids/volume et les secondes etant 
ma joritairement presentes dans les fractions du gradient de 
CsCl de densite comprise entre 1,12 et 1,19 g/cm 3 et les 
fractions a 26-28% dudit gradient de saccharose. 
20 La presente invention a egalement pour objet un an- 

tigene associe au virus NANB defini plus haut, caracterise en 
ce qu'il est obtenu par traitement d'un agent viral isole de 
feces de patients, cultive sur des hepatocytes infect es par 
le virus de l'hepatite NANB, par des agents de dissociation 
25 .physiques ou chimiques. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'anti- 
gene associe au virus NANB, susdit, ledit antigene est obtenu 
par traitement aux ultra-sons d'un agent viral isole de li- 
gnees cellulaires continues d'hepatocytes infect£s par le vi- 

30 rus de l'hepatite NANB. 

Selon un autre mode de realisation de l'antigene 
associ£ au virus NANB, son profil de repartition dans un gra- 
dient de CsCl se presente sous la forme d'une bande a une 
densitl de 1,12-1,19 g/cm 3 et/ou d'une bande de densite 

35 1,28-1,3 2 et l'antigene est present apres ultra-centrif uga- 
tion des fractions de CsCl dans un gradient de saccharose. 
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dans la fraction a 26-28% du gradient de saccharose pour la 
premiere bande et dans la fraction a 40-41,5% du gradient de 
saccharose pour la seconde bande. 

La presente invention a, de plus, pour objet un 
5 precede d'isolement d'un agent viral implique dans l'hepatite 
virale NANB epidemique, sporadique . ou post-transfusionnelle, 
qui est caracterise en ce que des feces de patients atteints 
d' hepatite NANB sont soumises a un traitement de centrifuga- 
tion, suivi d'un traitement de filtration a travers un £le- 

10 ment filtrant dont la porosite est de I'ordre de 0,22 pra, 
pour extraire ledit agent viral des feces. 

Selon, un mode de mise en oeuvre du procede d'iso- 
lement de 1* agent viral susdit, le traitement de centrifuga- 
tion est avantageusement constitue par une operation de cen- 

15 trifugation a 5000 - -8000 g environ pendant 10 minutes 
environ. ' 

Selon un autre mode de mise en oeuvre du procede 
d'isolement de 1' agent viral susdit, prealablement aux opera- 
tions de centrifugation et de filtration susdites, 1' extrait 
20 de feces est soumis a un traitement par ultra-sons ou a un 
traitement de dissociation chimique. 

La presente invention a egalement pour objet un 
autre procede d ' obtention de 1' agent viral susdit, qui est 
caracterise en ce que des hepatocytes ou des lignees cellu- 
. 25 laires continues d 'hepatocytes sont inocules par un extrait 
de feces d'un patient atteint d'hepatite NANB ou par un 
extrait de foie d'un singe (de preference Saimiri) inocule 
par un extrait de feces de patients souffrant d'hepatite 
NANB, - et cultives jusqu'a confluence de la culture, a partir 
30 de laquelle est reaiisee une sous-culture, - qui est centrifu- 
gee apres plusieurs passages, pour recueillir l f agent viral 
recherche . 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce 
procede, le. culot de centrifugation est repris par un tampon 
3 5 approprie pour etre soumis a un traitement par ultra-sons qui 
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liber e dans le surnageant, l'Ag NANB. 

La presente invention a en outre pour objet un 
procede de detection d'antigene NANB present dans les feces 
de patients atteints d'hepatite virale NANB epidemique, 
5 spora-dique ou post-tranfusionnelle/ caracterise en ce.qu'il 
met en oeuvre des immunoglobu lines isolees de serum de 
patients convalescents, ou de singes prealablement infectes 
par le virus de 1' hepatite NANB/ qui sont incubees avec des 
extraits de feces de mammi feres presumes atteints d'hepatite 
10 virale NANB, pour former un immuncomplexe antigene-anticorps 
qui est revele a I'aide d'un test de detection approprie de 
la presence de l'antigene NANB dans lesdites feces, tel qu'un 
test ELISA ou un test radioimmunologique, notamment. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du pro— 
15 cede de detection d'antigene NANB dans les feces de patients 
atteints d'hepatite NANB, celui-ci est 'caracterise en ce que 
des extraits de feces de mammi feres presumes infectes par le 
virus NANB, obtenus par centrifugation et filtration des fe- 
ces de ces mammi feres, sont incubes avec une fraction d'Igfrl 

* * 

20 anti-NANB isolee de serums de patients, ou de singes infectes 
artif iciellement par des extraits de feces de patients hu- 
mains connus pour etre atteints d'hepatite NANB, laquelle 
fraction est fixee sur un support solide, puis avec une frac- 
tion d'IgG immune anti-virus NANB purifie selon 1 ' invention, 

2 5 d'un mammifere, de la meme espece ou d' une espece voisine, 
marquee avec un marqueur erasymatique tel que la Q-galacto- 
sidase ou la peroxydase, la reaction etant developpee a 
l'aide d'un substrat revelateur approprie tel que 1'orthoni- 
trophenyl-3-D-galactopyranoside ou 1 'orthophenylene-diamine, 

30 en tampon acide. Le marquage peut etre fait egalement avec un 
element fluorescent ou radioactif selon les methodes connues 
de 1'homme de l'Art. 

Conformement a 1' invention, des souches de l'agent 
viral conforme a 1' invention, isolees comme decrit dans ce 

35 qui precede et ci-apres, et caracterisees comme indique plus 
loin, ont ete deposees aupres de la COLLECTION NATIONALS DE 
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CULTURE DE MICROORGANISMES tenue pax l'IMSTITUT PASTEUR, en 
date du 30 Octobre 1986, a savoir : 

- une souche d' agent viral isole de feces d'un 

malade atteint d' hepatite NANB sporadique, dite 

5 "Souche Clamart", qui a ete affectee du Numero 

dedepot : 1-617, 

- une souche d'un agent viral isole de feces d'un 
malade atteint d'hepatite NANB epideraique, dite 
"Souche ivbirienne", qui a ete affectee du Numero 

10 dedepot : 1-616. 

Selon un mode de. mise en oeuvre du procede de 
detection des anticorps presents dans le sang du malade ou du 
convalescent ou dans des prdduits utilises en transfusion 
sanguine ou daris des fractions derivees de sang, ayant ete en 

15 contact avec le virus agent causal de 1 'hepatite non A non B, 
tel que defini selon la presente invention, dont les souches 
1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction 
immunologique croisee avec les deux souches de reference, le* 
serum du malade ou du patient convalescent est mis en contact 
20 avec la preparation virale purifiee (ou avec une fractipn de 
celle-ci) telle que . recueillie dans les conditions 
mentionnees ci-dessus, apres centrifugation et isolement de 
la bande correspondant a une dens it e de 1,30. 

* 

Ladite preparation virale est fixee, par exemple, 
25 sur les parois d'une raicroplaque selon les techniques 
connues. 

Le complexe Ag/Ac est rev6le par une preparation 
d' anti-immunoglobulines humaines marquees par un marqueur 
adequat/ par exeraple une enzymfc. 

30 Un systeme analogue peut etre utilise pour caracte- 

riser une activite anticorps dans, les Iglii d'un patient en vue 
d ! un diagnostic serologique treis precoce de la maladie, en 
utilisant des anti-IgM humaines, ou mieux en captant les IgM 
d'un serum en les faisant reagir avec le virus ou ses frac^ 

35 tions et en caracterisant I'Ag fixe sur I'IgM du malade. ; 
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La presente invention a, de plus, pour objet des 
reactifs immunologiques pour la detection de 1' hepatite NANB 
epidemique, sporadique ou post-trans fusionnelle, qui sont ca- 
racterises en ce qu'ils sont constitues par des immunoglobu- 

5 lines isolees du serum de convalescents humains ou de serum 
de singes prealablement infectes par le virus de 1' hepatite 
NANB, lesquels reactifs sont aptes a former un immuncomplexe 
antigene-anticorps lorsqu'ils sont incubes avec des extraits 
de feces contenant des antigenes d'hepatite NANB. 

10 Selon un mode de realisation avantageux .des reac- 

tifs immunologiques conformes a la presente invention, ceux— 
ci sont aptes a former un immuncomplexe par incubation avec 
des extraits de feces d'individus contamines par du virus 
NANB selon l 1 invention et purifies par centrifugation et fil- 

15 tration. 

La presente invention a egalement pour objet un 
reactif immunologique pour la detection de 1 'hepatite virale 
NANB epidemique, sporadique ou post-transfusiorinelle, carac- 
terise en ce qu'il est constitue par un anticorps anti-hepa- 
20 tite NANB prepare a partir de scrums d'animaux artificielle- . 
ment infectes par ingestion d* extraits de feces de patients 
atteints d'hepatite virale NANB, ou de serums d'animaux immu- 
nises par le virus NANB ou ses fractions purifiees. 

Selon un mode de realisation avantageux de ce reac- 
25 tif immunologique, I'anticorps anti-hepatite NANB (IgM ou 
IgG) est fixe sur un support solide. 

Selon une modalite avantageuse de ce mode de reali- 
sation, le support solide revetu d 1 anticorps anti-hepatite 
NANB est en outre recouvert d f une proteine, telle que BSA en 
30 particulier, de preference en solution tamponnee. 

Le reactif immunologique conforrae a la presente in- 
vention est mis en oeuvre dans le procede de detection d*an- 
tigene NANB conforme a 1' invention en l'incubant avec des 
extraits de feces ou des produits sanguins ou du serum de 
35 patients, puis avec des fractions d'anticorps purifies a par- 
tir de serums de patients convalescents d'hepatite NANB epi- 
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demique,, ou de serums d'animaux infectes artif iciellement , 
- immunises coatre ce virus , lesdits anticorps etant marques 
par une enzyme corxvenable telle q;ue la fl -galactosidase, par 
exemple. La reaction est developpee a l'aide d'un substrat 
5 revelateur approprie tel que 1 'orthonitrophenyl-$-galactopy- 
ranoside. 

Le procede de. diagnostic in vitro de la presence du 
virus de 1' hepatite NANB conforme a la presente invention 
consiste done a mettre en contact un serum ou un autre milieu 

10 bioiogique d'un patient dbnt on cherche a etablir le diagnos- 
tic, avec au moins une des proteines ou des glycoproteines du 
. " virus NANB ou avec un lysat viral ou avec un extrait viral, 
puis a detecter la reaction immunologique par la raethode 
ELISA ou par une autre methode immunoenzymatique ou une me- 

15 thode par immunofluorescence, qui peut mesurer directement ou 
indirectement 1' immunofluorescence ou la reaction immunoenzy- 
raatique. 

C'est la raison pour laquelle la presente invention 
englobe egaleraent ies extraits viraux marques, qu l ils soient 
20 marques par une enzyme, par fluorescence ou qu'ils soient 
marques par une radioisotope. 

Les methodes d' immunodetection coraprennent, corame 
on le sait : 

- Le depot de quantites d:' extrait specif ique ou des 
25 proteines virales conformes a 1' invention, dans ou sur un 

support tel que les puits d'une microplaque de titration r 

• 1 1 introduction de dilutions croissantes du serum 
a diagnostiquer sur iedit support, tel que lesdits puits y 

1' incubation du support tel que la microplaque 

30 susdite ; 

- le lavage soigneux du support tel que la micro- 
plaque susdite a I'aide d'un tampon convenable ; 

- i' introduction d 'anticorps anti-immunoglobuline 
humaine marques specifiques dans ou sur le support tel que 

35 les puits de la* microplaque susdite, le raarquage etant reali- 
se par une enzyme choisie parmi celles capables d'hydrolyser 
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un substrat de telle maniere que 1 'absorption de radiations 
par ce dernier soit modifiee au moins dans une bande 
specif ique de longueurs d'ondes, et 

la detection, de preference de maniere 
5 cortparative, par rapport i un temoin, de la quantite de 
substrat hydrolyse, a la fois par la mesure du produit 
biologique dangereux et par la presence effective de la 
maladie. 

La presente invention a £galement pour objet un kit 
10 - ou ensemble - pret a 1'emploi pour la realisation du 
procede de diagnostic (recherche de I'anticorps ou du virus 
NANB) conforme a 1' invention, defini plus haut, lequel kit 
est caracterise en ce qu'il comprend : 

- un extrait ou une fraction purifiee de 1' agent 
15 viral conforme a 1* invention, lequel extEait ou fraction est 

marque, par exemple par un radioisotope, une enzyme ou par 

immunofluorescence ; 

des. anti-immunoglobulines humaines ou une 
proteine. A £ventuellement fixees sur un support insoluble 
20 dans l'eau tel que spheres d* agarose- ou de latex, maghetiques 
ou non ; 

- des tampons et, si necessaire, des substrats pour 

visualiser les marquages. 

La caracterisation de certains des antigenes qui 
25 entrent dans la composition de l'agent viral isole 
conformement a la presente invention a 4t£ realisee dans un 
premier tenps sur la souche Clamart, en procldant corame 

decrit ci-apres. 

La souche Clamart a ete isolee a partir de selles 

30 d'un patient atteint d' hepatite NANB sporadique. 

Le surnageant desdites selles a ete centrifuge en 
gradient de chlorure de cesium dont la bande contenant 
l'antigene viral purifie corame defini plus haut a ete 
recueillie et sa density determinee comme etant de 1,30. 

35 Les epitopes reconnus dans le test de diagnostic 
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defini plus haut, sont portes par ces antigenes, qui peuvent 
a ce titre, etre utilises dans ledit test. 

Le reactif apte a . etre utilise pour la detection 
d' hepatite NANB conforme a la presente invention, est prepare 
5 et utilise comme deer it ci-apres : 

Des singes sont artif iciellement infectes par in- 
gestion de feces de patients atteints d 'hepatite NANB epide- 
mique 

Les serums de singes utilises sont ceux collect es 

10 le 27eme jour apres 1' infection, a partir des singes infectes 
artif iciellement cpmrae indique plus haut. Ces serums sont ch- 
romatographies sur une colonne de gel de dextrane dans un ta- 
mpon Tris-NaCl 0,1M, pH 8 pour isoler les anticorps recher- 
ches qui sont des IgM anti-NANB. 

15 Les Igm ainsi isolees sont fixees sur des supports 

solides, tels que de preference des plaques de PVC, en met- 
tant les IgM a des concentrations d' environ 10 a 50 yg de 
proteines par ml de PBS, en contact avec les supports solides 
pendant 1*8 a 24 heures a + 4*C. II est prefer e que ces pla- 

20 ques de PVC re.vetues des IgM anti -hepatite NANB, soient 
ensuite fecouvertes d'une couche de PBS contenant 1 % de BSA 
(serumalbumine bovine) et 0,1 % de "Tween 20". Les plaques de 
PVC doublement revetues sont alors pretes a 1* usage en tant 
que reactif de diagnostic utile pour la detection de 1* agent 

25 viral associe a 1 'hepatite NANB. 

Le procede de diagnostic conforme a la presente in- 
vention commence de preference par 1* incubation desdites pla- 
ques de diagnostic avec des extraits de feces a diagnosti- 
quer, pendant 1 heure a 37°C. Les plaques sont ensuite incu- 

30 bees avec des fractions d r IgG obtenues par purification de 
serums de patients convalescents d 'hepatite NANB epidetaique, 
par chroraatographie sur -une colonne de DEAE-Trisacryl et mar- 
quees par une enzyme, de preference la beta-galactosidase, 
d 1 hydrolase d f uri substrat revelateur en presence duquel a 

35 lieu la reaction, et qui est de preference 1 1 orthonitrophe- 
nyl-beta-D-galactopyranoside . 
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La methode de detection conforme a 1' invention peut 
egalement consister a rechercher la presence d'anticorps NANB 
dans le serum ou autre milieu biologique d'un malade ou d'un 
-convalescent ; en pareil cas, le serum est mis en contact 

5 avec la preparation virale conforme a 1' invention - collectie 
par exemple apres centrif ugation et isolement de la bande de 
densite a 1,28-1,32 g/cm 3 correspondante ou avec une frac- 
tion de cette preparation virale ; cette preparation virale, 
ou 1'une de ses fractions, est mise en reaction avec une pre- 

10 paration d'IgM ou d'IgG qui revet les parois d'une micropla- 
que d'une maniere connue de 1' Homme de I'Art. La formation 
d'un immuncomplexe (virus ou fraction de celui-ci - anticorps 
huraains anti-virus) s 'oppose alors a la revelation de 1 'anti- 
gene qu'il contient par 1'IgG de convalescent marquee par 

15 exemple par une enzyme. 

La recherche d'anticorps a I- 1 aide de cette methode 
de detection peut etre effectuee dans le sang de malades ou 
de convalescents, dans les produits utilises dans les trans- 
fusions sanguines et dans les fractions derivees du sang de 

20 personnes ayant ete exposees £ 1' agent causal de 1' hepatite 
NANB tel que defini plus haut, parmi lesquelles les souches 
1-617 et 1-616 et celles presentant une reaction immunologi- 
que croisee avec ces deux souches de reference, notamraent la 
souche isolee .de patients atteints d* hepatite NAN3 post- 
25 trans fusionnelle, dont les proprietes immunologiques sont 
identiques a celles de la souche 1-617, et. qui est identifiee 
comme souche virale "H-SET " deposee le 5 Fevrier 1987 sous le 
NT 87.02.05.02 aupres de la Collection ECACC (Grande- 
Bretagne) . 

30 Bien que les donnees cliniques et epidemiologiques 

aient pu suggerer que la forme epidemique de l'hepatite NAMB 
presentee par des patients atteints d' hepatite NANB epidemi- 
que est due a un virus different de celui qui est a I'origine 
de l'hepatite NANB post-transfusionnelle transmise par.injec- 

3 5 tion parenterale, conformement a la presente invention 1'In- 
venteur a pu isoler de patients atteints d' hepatite NANB 
post-transfusionnelle une nouvelle souche de virus NANB dont 
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Les proprietes immunologiques sont pratiquement identiques a 
celles des souches deposees le 30 Octobre 1986 sous les N* 
1-616 et 1-617 aupres de la CNCM de l'Institut Pasteur. Des 
tests serologiques tres sensibles de presence de virus HAV et 

* 

5 HBV ont permis d'exclure ces deux virus en tant qu'agents 
ethiologiques et d'exclure, de raeme, d* autre virus hepatqtro- 
pes tels que le cytomegalovirus, le virus d 1 Epstein-Bar r et 
le virus de la fievre jaune. 

La presente invention a en outre pour ob jet un nou- 

10 vel agent viral purifie implique dans les formes sporadique r 
epidemique et post-transfusionnelle de I'hepatite NANB. Ce 
virus se distingue des virus HAV et HBV en ce qui concerne 
l'homologie antigenique de ses proteines en tant que materiel 
genetique* 

15 Les compositions preparees conformement a la pre- 

sente invention (antigenes viraux purifies, proteines recom- 
binantes obtenues par 1 'expression du virus NANB dans des 
. cellules procaryotes ou eucafyotes ou peptides synthetiques 
deduits de la sequence du genome) peuvent etre utilisees pour 

20 le diagnostic* de 1* hepatite NANB ou pour la vaccination pro- 
pre a induire la synthese d'une reponse immune protectrice 
apres administration a i'hote. 

La presente invention englobe toutes. les composi- 
tions de ce type conten^nt un antigene presentant des pro— 

25 prietes inununologiques equivalentes a celles du virus NANB 
Clamart (CNCM 1-617) ou Cote d'lvoire (CNCM 1-616) • En effet, 
deux protSines ou antigenes sont consideres comme equivalents- 
dans le cadre de la prSsente invention lorsqu'ils sont capa- 
bles d'etre reconnus par les memes. anticorps . Les produits 

30 exprimes par des sequences correspondantes du materiel gene- 
tique codant des sequences genetiques correspondantes sont, 
par suite, corapris dans le cadre de tels antigenes Equiva- 
lents. 

. La pr&sente invention englobe egalement les serums 
35 pouvant etre produits a partir d'animaux par inoculation a 
ces derniers de virus NANB a l*aide des compositions preci- 
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tees. En particulier, la presente invention englobe les 
anticorps polyclonaux specif iqueraent diriges centre chacun 
des antigenes du virus NANB. Elle englobe Egalement les 
anticorps monoclonaux susceptibles d'ete obtenus par des 
5 m£thodes appropriees et dirigees plus specif iquement contre 
les antigenes du virus NANB. 

Conformement a la presente invention, 1' utilisation 
du virus ou de son lysat ou d'une fraction de ce lysat peut 
etre envisagee pour la preparation d* anticorps monoclonaux et 
10 le lysat viral ou les fraction de celui-ci ou les proteines 
purifiees a partir de ce virus, du lysat ou de ses fractions, 
peuvent etre utilises pour la recherche d' anticorps dans le 
serum des patients par mise en oeuvre de tests classiques de 
type RIPA, ELISA ou Western blot (immunoempreinte) . 
15 Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux peuvent 

etre utilises dans un grand nombre d' applications au nombre 
desquelles on peut citer la neutralisation de I'antigene 
correspondant ou du virus total. lis peuvent etre utilises 
pour detecter des antigenes viraux dans des preparations 
20 biologiques ou pour purifier des antigenes correspondants . 

La presente invention englobe egalement tout virus 
de 1' hepatite NANB equivalent presentant les_jiiemes caracte- 
ristiques' immunologiques. Les travaux menes par I'Inventeur 
ont montre- la relation immunologique entre les materiels an- 
25 tigeniques isoles d'extraits de f£ces de malades atteints 
respectivement d' hepatite NANB epidemique, sporadique et 
pos t- trans f us ionne lie. 

C'est ainsi que la souche de type Clamart (depos^e 
sous le N° 1-617 aupres de a CNCM et egalement deposee aupres 
30 de la Collection ECACC sous le N° 87.02.05.02) a et£ isoiee a 
partir des selles d'une malade qui presentait une hepatite 
aigue NANB dument caracterisee comme hepatite NANB transfu- 
sionnelle. Les selles contenaient l'antig£ne conforme a 1' in- 
vention, egalement caracteris£ , conformement a 1" invention, 
35 dans les hepatites £pid£miques (Cote d'Ivoire)et spqradiques 
(France) . 
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Un antigene associe .au virus de 1 'hepatite NANB a 
ete caracterise pendant 15 jours a la phase aigiie de la 
maladie. D'autres cas similaires ont ete observes avec 
caracterisation du meme antigene dans les selles et isolement 
5 d'un virus presentant les caracteristiques immunologiques 
identiques aux virus 1-616 et 1-617, 

Outre les dispositions qui precedent, 1" invention 
comprend encore d'autres dispositions , qui ressortiront de la 
description qui va suivre. 
10 - L 'invention sera mieux comprise a I'aide du 

complement de description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples .de raise en oeuvre du procede objet de la presente 
invention* 

II doit etre bien ehtendu, toutefois, que ces 
15 exemples de mise . en oeuvre sont donnes uniqueraent a titre 
d' illustration de I'objet de 1' invention, dont ils ne 
constituent en aucune^ "maniere une limitation. 

Au cours d'une premiere etape, • deux singes 
Cercopithecus aethops. et un singe Erythrocebus patas ont ete 

* 

20 inocules par voie brale par 2 ml d'un melange- d'un extrait 
aqueux- a 10% de feces de patients ivoiriens presumes atteints 
d 1 "hepatite NANB epidemique, collectees au cours des premiers 
jours ayant suivi 1 'apparition des . syraptomes. Le melange 
avait ete prealablement centrifuge et fiitre a travers des 

25 filtres Millipore de 0,22 urn pour eliminer les bacteries et 
les parasites. Les echantillons de serum et les echantillons 
de feces de ces singes ont ete. collectes d'une part avant 
l r administration de 1* extrait de feces et d' autre part le 
vingt-septieme jour apres 1' inoculation* Les fonctions hepa- 

30 ,tiques de ces singes n r ont pas ete etudiees; ces animaux ne 
presentaient pas de manifestations cliniques &videntes. Un 
singe Saimiri a egalement ete iriocule dans les memes condi-" 
tiohs par Q # 5 ml d'un extrait de feces provenant d'un patient 
ivoirien different de ceux utilises pour les singes verts 

35 d'Afrique. Un second singe Saimiri qui avait ete inocul& 
trois mois auparavant par une preparation fecale de virus 
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d 'hepatite A et seroconverti a I'aide d'anticorps IgM 
anti-HAV au jour 29, a ete inocule par voie intraveiaeuse par 
0,5 ml du meme Ichantillon de feces filtre. Les deux singes 
Saimiri ont ete saignes deux fois par semaine pour effectuer 
5 des examens biochimiques et serologiques et leurs feces ont- 
ete examinees quotidiennement . Les deux singes Saimiri sont 
morts au jour 28, sans avoir presente de symptomes particu- 
liers. Aucun des singes n'avait presente de preuve biochimi- 
que convaincante d'un dysfonctionnement hepatique et l'examen 
10 histologique effectue post-mortem a montre une congestion du 
foie sans lesion du parenchyme. Les s£rums de ces cinq singes 
on t ete fractionn£s dans du tampon Tris NaCl 0,1M, pH 8, sur 
du "Sephacryl S 300" et les fractions contenant des IgM et 
des IgG ont ete collectees. Elles ont ete utilisees en tant 
15 qu'anticorps recepteurs dans un test immunoenzymatique. L'IgM 
a ete choisie pour sa capacite de capture elevee et pour em- 
pecher les reactions faussement positives dues a un facteur 
rhumatoide ou analogue au facteur rhumatolde, qui a ete re- 
connu comme stimulant l'antigene NANB." 
20 En fait, on pourrait egalement utiiiser I'IgG bien 

que son bruit de fond soit un peu plus £lev& que celui de 
1'IgM et sa specif icite deficiente pour certaines 
preparations . 

Pour r6v£ler la fixation d'antigene de feces sur 
25 l'anticorps en phase solide, des IgG provenant de serums de 
convalescents ont ete fractionnees par chroma tographie sur 
DEAE-trisacryl, apres precipitation par du (NELj^SC^. Les IgG 
ont ete conjuguies a la fl-galactosidase ou a la peroxydase. 
Des IgG marquees ont ete utilisees pour la detection de 
30 l'antigene : une preparation d'IgG provenant d'un patient 
ivoirien convalescent d'une hepatite NANB epidlmique; une 
preparation d'IgG prelevee chez un patient algerien guSri, au 
cours de l'epid&nie de Medea en 1981-1982; enfin I'IgG d'un 
singe Cercopitheque inocule experimentalement . Les prepara- 
35 tions d'IgG des trois origines ont donne des resultats equi- 
valents. Pour chaque singe, on a utilise de 1'IgM de pr£-ino- 



WO 88/03410 PCT/FR87/00441 

- 1 8 - - 
culation en phase solide comme temoin de specif icite d'IgM da 
post-inoculation. De 1'IgG humaine marquee non-immune a ete 
utilisee cormue t&noin de marquage d'Ag. Les feces de singes 
inocules ont ete examinees pour etablir la presence d'un Ag 

5 presume NANB dans le test ELISA. Une activite antigenique a 
etS detectee dans les feces des deux singes Saimiri (cf. 
Tableau 1). L'application d'un traitement par ultra-sons a 
permis d'augmenter la quantite d' antigene detecte et a aug- 
mente la sensibilite de la methode* L'Ag est apparu des le 

10 quatrieme jour apres 1' inoculation et a "persiste jusqu'au 
treizieme jour. 

Le . Tableau 1 montre 1 ' Ag NANB detecte dans les fe- 
ces de singes inf ectes experimentalement par des extraits de 
feces pro venaht* de patients attaints de NANBH epidemique- 

15 La detection a ete realisee comme suit, en mettant 

en oeuvre la. technique ELISA : des iramunoplaques NUNC ont ete 
revetues de 100 pi de 50 ug/ml de fraction d'IgM, echantil- 
lonnees 27 jours apres inoculation, dans une solution physio 
logique de tampon phosphate (PBS) pendant une heure a 37°C et 

20 uiie nuit a 4°C» Apres plusieurs lavages les plaques ont ete 
recouvertes *de 200 pi de PBS contenant 1% de serum-albumine 

m - - 

bovine et 0,1% - de Tween 20, pendant trois heures a 37°C. 
Apres lavage, 100 ul des extraits de feces (1/10 V/V) filtres 
sur'un element de porosite 0,22 urn sdnt incubes sur les IgM 

25 du reveteraent, a 37 °C pendant une heure, puis une nuit a 4°C. 
Apres plusieurs lavages, 100 ul d'IgG de singe immun marquee 
a la peroxydase a 5 racg/ml dans 1 % de BSA + 0,1 % de Tween 
20 dans du tampon Tris sodique, pH 7,6 (TNB) contenant 0,1 % 
de NaN3, ont ete utilises pour la detection de I'Ag. Au bout 

30 d'une heure d 'incubation a 37*C et .plusieurs lavages, la 
reaction a ete developpee a I'aide de 100 ul d ' orthophony - 
lene-diamine dans 0,005.. M de tampon citrique pH 5,6, avec 
1 ul/ml H2°2* Les resultats obtenus sont exprimes par le 
rapport entre 1 ' echantilloa etudie et la moyenne de cinq 

35 echantillons negatifs (P/N) . Le bruit de fond des echantil- 
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Ions negatifs a ete de l'ordre de 0,04-0,06 en densite opti- 
que (DO) a 492 nm. II est plus eleve si le NaN3 a ete omis, 
mais, dans ce cas, des quantites de reactifs plus faibles 
doivent etre mises en reaction. Les echantillons dont le rap- 
port P/N 2,1/ ont 6t£ consideres comme positifs. Les feces 
(1/10 poids/poids) qui ont ete examinees etaient de deux ty- 
pes : celles ayant subi un traitement aux ultra-sons et cel- 
les n' ayant pas subi un tel traitement; le traitement aux 
ultra-sons applique est de trois minutes a 4°C, avec une in- 
tensity de sortie de 4 avec l'appareil de BRENSON pour des 
volumes de 2 a 3 ml avant . centrif ugation et filtration a tra- 
vers un 4lement de porosite de 0,22 urn. Les resultats posi- 
tifs sont soulignes dans le Tableau 1. Les feces d'un singe 
Saimiri ayant requ de l'extrait de feces d'un patient atteint 
d'une maladie du foie non-inf ectieuse ont servi de temoin et 
ont constamment donne des resultats negatifs. 



TABLEAU 1 





P/N sans traitement 


p/N avec traitement: 


Nombre de jours 


par ultra-sons 


par ultra-sons 


apres inoculation 


• 




Singe N* 1 




Singe N° 1 


Singe N° 2 


Singe N* 2 




(inoculation 


(inoculation 








par voie 


par voie 








intraveineuse) 


orale) 






0 


1,15 


1,14 


1,18 


1,07 


4 


2,47 


1,60 


5,10 


0,79 


7 


6,48 


3,28 


8,78 


5,52 


9 


3,64 


2,24 


4,72 


5,82 


11 


1,12 


1,40 


1,95 


5,20 


13 


1,30 


1,46 


2,40 


0,80 


15 


1,51 


1,68 


0,93 


0,90 


19 


1,53 


1,51 


1,20 


0,80 



20 



25 



30 



35 



t 
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Une deuxieme etape a cons is t4 a etudier des feces 
de patients atteints d r une hepatite NANB aigiie presumee, 
aussi bien sous sa forme epidemique (patients ivoiriens) que 
sous sa forme sporadique (patients fran^ais). Le diagnostic 
5 de 1 'hepatite NANB a ete etabli conformeraent aux criteres 
immunologiques classiques des trois types d' infections par 
des virus d "hepatite (A,B, delta) : presence ou -absence 
d'IgMet d'IgG anti-HAV pour 1' infection par le virus A? 
HBsAg, anti-HBc et IgM anti-HBc, anti-HBs, pour 1' infection 
10 par HBV;les Ag delta et anti-delta pour l r infection par HDV r 

* * • . ' * 

le cas echeant. Pour les patients ivoiriens, les marqueurs de 
la fievre jaune ont ete recherches. On a egalement recherche 
chez tous ces patients 1' infection par le cytomegalovirus par 
immunocapture d' anticorps IgM et 1' infection par le virus 
15 d'Epstein-Barr, par detection - d 1 IgM anti-VCA dans les taches 
immunofluorescentes* L 1 Ag associe a la NANB a ete detecte • 
aussi bien dans les cas epidemiques que dans les cas sporadi- 
ques (cf» Tableau 2). II n'a pas ete detecte d'Ag dans 90 ex- 
traits temoins de patients, euroglens prlseritant d'autres 
20 troubles gastro-intestinaux* Dans la plupart des cas, ces re- 
sultats ont ete confirmed plusieurs fois avec differentes IgM 
ou IgG en phase solide et avec differentes IgG marquees ♦ Les 
memes echantillons positifs ont ete etudi&s avec I 1 IgM pre- 
immune recouvrant une • plaque et il n'a pas et6 detecte 
25 d'antigene* II en resulte que l*Ag detecte parait etroiteraent 
lie au virus NANB* 

Le ..Tableau 2 ci-apres illustre la detection d'Ag 
NANB dans les feces de patients atteints d' hepatite NANB epi- 
deraique (de Cote d'lvoire) et sporadique (de France) . 90 fe- 
30 ces de patienti3 suspect£s d' infeictions gastro-intestinales 
ont ete utilisees corarae temoins ♦ Tous les Echantillons presu- 
mes NANB et 17 des 90 temoins ont ete soumis a un traitement 
par ultra-sons. De I'anticorps (Ac) humain marque a la per- 
oxydase ou la Q-gaiactosidase, a ete utilise comme traceur 
35 d'Ag- 
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TABLEAU 2 



5 




Echanti lions de 

feces de Cote 
d'lvoire : cas 
epidemlques 


Echanti lions de 
feces de France : 
cas sporadiques 


Temoins 
de 
France 




AG NANB 
positif 


17 


7 

* 


0 


10 


AG NANB 
negatif 


44 


10 


90 



Pour verifier que l'Ag detecte est ef fectivement 
etroitement lie au virus NANB, au cours d'une troisieme 
etape, des lignees cellulaires continues d'origine hepato- 

15 cytiques, PLC/PRF 5 et HEP G2, et des cellules normales 
humaines f ibroblastiques MRC 5, ont ete inoculees dans du 
milieu de DULBECCO contenant 10% de serum de veau foetal, par 
un extrait de feces d'un malade atteint d 1 hepatite NANB. 
Apres confluence de la culture, une sous-culture a ete reali- 

20 see apres addition d'EDTA-trypsine. Dans certains cas, des 
substances toxiques j>resentes dans les feces provoquent la 
mort des cellules precocement lors de la premiere semaine, 
tandis que d'autres feces non toxiques pour les lignees cel- 
lulaires, induisent la mort des cellules apr&s plusieurs pas- 

25 sages. Cet effet lethal specif ique a et£ observe uniquement 
avec la lignee cellulaire PLC/PRF 5 mais ne I'a pas ete avec 
la lignee cellulaire HEP G2 et les cellules MRC 5. AprSs 
traitement des cellules aux ultra-»sons et filtration • sur 
porosite 0,22 pm, de l'Ag NANB a 4te detect! dans le surna- 

30 geant de PLC/PRF 5 infect&es mais pas dans le surnageant des 
HEP G2 infectees dans les m ernes conditions* 

Pour des extraits de foie de singes inocules, on 
n'a pas observe de toxicite cellulaire apres inoculation et 
les cellules PLC/PRF 5 ont presente une positivite anti- 

3 5 genique de la meme raaniere que dans le cas d'echan- 
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tillons de feces (cf. Tableau 3) . 

Le Tableau 3 illustre la detection d'Ag NANB dans 
la lignee cellulaire d'h^patome inoculee par un extrait de 
feces d'un patient ivoirien souf f rant d •'hepatite NANB epi- 
5 demique et par un extrait de foie d'un singe Saimiri infecte 
(»• 1). 

L' extrait de foie a ete prepare dans du PBS 
(10% poids/poids) et homogeneis4 a I'aide de 1' "Ultraturax" . 
Apres centrif ugation, le culot a ete remis en suspension dans 
10 4 fois son volume de TNB et soumis a un traitement aux ultra- 
sons en presence de 0,005 rag/ml de cblorure de phenylmetliyl- 
.sulfonide (PMSFK 

Un extrait de foie d'un singe Saimiri inocule par 
un extrait de feces de patients souf f rant d f une maladie de 
15 foie non-infectieuse a servi de temoin. 

Apres trois passages, les cultures cellulaires 
inoculees ont ete centrif ugees .. Le culot a ete repris dans du 
TNB et apres addition de PMSF, les cellules ont ete soumises 
a un traitement aux ultra-sons. Les chiffres indiqueht le 
20 rapport . P/N» 

* * 

TABLEAU 3 



25 


Lignee 
cellulaire 
d'hepatcme 


Cellules ino- 
culees par de 
l 1 extrait de 
feces de pa- 
tient ivoirien 


Cellules ino- 
culees par de 
l 1 extrait de 
foie de singe 
Saimiri infectS 


Cellules ino- 
culees par de 
i'extrait de 
foie de singe 
Saimiri terrain 


Cellules 
- ncn- 
ino- 
culees 


• 


EEC/PRF 5 


8 r 19 * 


4,39 


2 


1,01 




HEP G2 


1,62 


1,14 


2 


1,07 


30 













* apres dilution a 1/100 P/N : 6, 29* 
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II semble ressortir des essais preliminaires de 
marquage par immunofluorescence qu'une cellule sur 50 en- 
viron, seulement, soit infectee, dans les conditions expe- 
rimentales. 

5 Une quatrieme etape a eu pour objet de purifier 

l'antigene associe au virus, provenant d 1 echantillons de 
feces de differentes origines. Trois profils de reparti- 
tion d'antigene ont ete observes et sont representes a la 
figure 1 annexee qui montre que dans des echantillons 
10 fraichement utilises, I'activite antigenique apparait sous 
la forme d'une bande a une densite de 1,29-1,32 g/cm 3 . 
Certains des echantillons de feces conserves a + 4°C pen- 
dant quelques mois, ou des echantillons frais ayant subi 
un traitement par ultra-sons, n'ont presente d'activite 
15 antigenique qu'a une densite de 1,12-1,19 g/cm 3 , tandis 
que d'autres presentaient une activite aux deux densites. 

La figure 1 represente la repartition de l'anti- 
gene dans le gradient de CsCl apres ultracentrifugation 
isopycnique, obtenue en procedant comme suit : 
20 3 ml d' echantillons de feces (10 % dans RPMI) 

ont ete fractionnes apres filtration a travers un element 
filtrant de 0,22 urn de porositS, dans un gradient de CsCl 
de densite comprise entre 1,1 et 1,6 g/ml. La centrifuga- 
tiori isopycnique (48 heures) a 78000 g a ete effectuee 
25 dans des tubes de 12 ml (1,2,3,2, 0,5, 0,5 ml de CsCl de 
densite 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5 et 1,6 respect ivement ) * 
0,6 ml de fractions ont ete collectes et testes pour de- 
terminer la presence d'antigene NANB apres deux dilutions. 

Dans la figure 1 : 
30 A designe les feces fraiches 

B et C des feces conservees ou traitees aux 
ultra-sons . 

Du materiel antigenique a faible densite ap- 
paraissant dans ces conditions est suppose resulter d'un 
3 5 effet de decomposition par des enzymes contenues dans 
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les feces ou par un . traitement physique. Les fractions de 
CsCl a antigenicity positive ont Ste souinises a une ultra- 
cent rifugat ion dans un gradient de saccharose variant de 
10 d 60 % poids/ volume et les fractions reactives ont 
5 ete etudiees a l'ultraraicroscope. L'antigene NANB a ete 
trouve £ 40-41/5 % de saccharose et de fa£on predominante 
a 26-28 % de saccharose. Sept preparations obtenues a 
partir de 9 echantillons a antigenicity NANB positive, 
comportaient des particules virales ; une provenant d*un 

10 singe Saimiri inocule (le second, singe n"a pas ete exa- 
mine), deux provenant de deux des trois patients atteints 
d'hepatite NANB epidemique aigue (Cote d'lvoire), quatre 
provenant de quatre des cinq patients atteints d'hepatite 
NANB sporadique (France) . Deux types de particules virales 

15 spheriques ont ete observees : des particules de grandes 
dimensions ., de l'ordre de 75 nm de diametre, qui presen- 
tent Une structure a double membrane, et des particules de 
dimensions, plus petites, homog&nes, de 25 a 30 nm de 
diametre environ* sans aucune structure interne definie. 

20 Une structure tubulaire de 15 nm de diametre (ou de lar- 
geur) et dont la longueur peut atteindre 1 jim, plus ou 
moins fixee aux particules , a ete observee et est repre- 
sentee & la figure 2 annexee* Certaines images donnent 
l f impression que des tubules partent de l r enveloppe des 

25 particules virales de grandes dimensions. Les particules 
. les plus caracteristiques ont ete observees dans des 
4chantillons frais n'ayant pas subi de traitement par 
ultra-sons* Des particules spheriques de grandes dimen- 
sions ont pu etre observees pour la plupart dans des frac- 

30 tions de density comprise entre 1,29 et 1,32 g/cm^ et dans 
. la fraction de 40-41,5 % de saccharose du gradient de sac- 
charose, taridis qu*on n'a pu observer que des particules 
de dimensions moindres dans les* fractions de CsCl pre- 
sentant une densite comprise entre .1,12 et 1/19 g/cm^ et 

35 dans la fraction du gradient de saccharose a 26-28 % de 
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saccharose. II n'a pas encore pu etre etabli si les 
particules les plus petites et de densite plus basse 
representent une forme de liberation du virus de depart. 
Six echantillons de feces a antigenicity negative ont 
5 egalement ete etudies simultanement de la raeme maniere 
pour servir de temoins. On n'a trouve dans aucune de ces 
preparations une structure ayant I'aspect de particules. 

Une derniere etape a permis de mettre en eviden- 
ce que la detection d'Ag NANB dans les feces demontre que 
10 le virus NANB epidemique est frequ eminent implique dans 
l'hepatite NANB sporadique. De l'Ag NANB associe au virus 
a ete detecte dans sept echantillons de feces parmi 17 pa- 
tients examines atteints d'hepatite NANB. sporadique aigue 
(cf. figure 2). Des examens serologiques ont confirme ces 

■ 

15 resultats : parmi huit patients dont on disposait des 
serums, sept d'entre eux presentaient un serum avec 
I'anticorps ant i -NANB. 

La figure 2 illustre la caract£risation de par- 
ticules virales au microscope electronique dans les feces 

20 de singes infectes par NANB et de patients atteints d" he- 
patite NANB. 

Apres ultracentrifugation isopycnique comme 
decrit en relation avec la figure i , les fractions positi- 
ves ont ete raelangees, puis dialysles centre du TNB, puis 

25 elles ont ete soumises a une ultracentrifugation zonale 
dans un gradient de saccharose (10-60 % poids/poids) a 
78000 g pendant 5 heures. Les fractions positives ont ete 
raelangees, dialys4es, concentrees et examinees au micros- 
cope electronique. Une goutte de preparation virale a ete 

30 etalee sur une grille de 200 mesh revetue de carbone et 
apres absorption sur papier-f iltre, une goutte de 2 % 
d 1 acetate d'uranyle dans de l'eau distillee a Ste ajou- 
t£e. Au bout de deux minutes, la grille a ete essuyee avec 
du papier-f iltre et itudile au microscope JEM 100 C x II. 

35 
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Les figures 3 et 4 annexees representent des 
coupes vues au microscope electronique apres coloration 
par I'acetate d'uranyle -de cellules PLC/PRF 5 iaoculles 
avec un extrait de : selles d'un patient souffrant d'hepa- 
5 tite non A non B chez lequel l f Ag a ete detecte dans ses 
selles selon les techniques deer ites plus haut. 

Les particules virales sont retrouvees dans le 
noyau et le cytoplasme sous forme de . "reseaux cristal- 
lins" ; le diametre de la particule est tres constant : 74 

10 a 75 nnw La figure 3 est une vue a gross is semen t X16000 et 
la figure 4 une vue a grossissement 54000 ♦ 

Comme les epidemies d 'hepatite NANB sont habi- 
tuellement observees dans les pays en voie de developpe- 
raent, il a . paru interessant d' examiner si les memes virus 

15 jouent, dans ces pays, un role dans les cas sporadiques. 
C'est pourquoi 28 serums de patients marocains souffrant 
d ? hepatite NANB aigue sporadique ont ete examines pour de- 
terminer s r ils contiennent des anticorps vis-a-vis du vi- 
* rus NANB. epidemique. SB % des patients se sont averes pre- 

20 senter des anticorps anti-virus &ANB epidemique tandis que 
les memes anticorps n'ont ete detect es que dans 10 % de 
serums de donneurs de sang, dans le merae pays. 

Le Tableau 4 ci-apres illustre la detection 
d' anticorps sgecifiques vis-a-vis de l v antigene NANB dans 

25 des serums de patients souffrant d 'hepatite NANB sporadi- 
que* La presence d'anticorps a. 4te d&montree par inhibi- 
tion de la reaction dans les conditions decrites dans le 
Tableau 1 ci-dessus. La reaction a et£ realisSe en incu- 
bant 50- pi d'un extrait de reference provenant de feces de 

30 singe infecte, pendant une heure a 37*C et une nuit a 4°C, 
avec 50 pi du serum a . examiner . Toutes les autres etapes 
de la reaction ont ete realisees de. la meme maniere que 
pour la detection de l'Ag. Le rapport P/N de cet antigene 
de reference £tait de I'ordre de 6-8. 24 serums humains 
- 35 normaux non dilues ont ete testes dans une reaction d" in- 
hibition contre l'Ag de reference coraparativement au PBS ; 
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aucun d'entre eux n'a exerce d'action inhibitrice. Ulte- 
rieurement, 50 *il d'un melange de ces serums ont servi a 
£tablir la positivit£ a 100 % de la reaction. Les echan- 
tillons testes ont ete consideres comme positifs lorsque 
5 1' inhibition etait sup4rieure a 50 %. 

* L'Ag NANB a ete detecte dans les feces de 
cinq patients souffrant d' hepatite NANB aigue ; on n'a pas 
trouve d'anticorps dans I'une d'entre elles. Chez deux au- 
tres patients, la maladie aigue datait respectivement de 9 
10 et de 3 mois et il n'a plus pu etre detecte d'Ag dans les 
feces. Le dernier des cinq patients avait present! dans' le 
passe une hepatite NANB avec de l'anticorps decelable qui 
a disparu au bout de 3 ans. 

TABLEAU 4 



15 



Source de 
serum 

Pays 


Donneurs 
de 
sang 


Personnel 
du 
Labo- 
ratoire 


Patients 
en 
hemo- 
dialyse 


Hepatite 
NANB 
sporadique 


* 

MAROC 


8/78 


0/12 


1/12 


19/28 


FRANCE 


0/26 






7/8 



Comme le montre le Tableau 4 ci-dessus, I'hemo- 
25 dialyse ou un travail de laboratoire impliquant la manipu- 
lation de sang humain ne paraxt pas augmenter le risque 
d' infection par le virus NANB . Le fait que I'on utilise 
des Ac prepares a partir de singes infectes par un virus 
NANB epid£mique, pour la detection d'Ag lies a un virus 
30 NANB sporadique, montre qu'il s'agit du meme virus. 

Les diff£rentes etapes de l'etude qui viennent 
d'etre decrites ont permis de caracteriser un nouvel agent 
viral implique dans 1 'hepatite NANB. Cet agent viral sera- 
ble etre responsable aussi bien de la forme £pidemique que 
35 de la forme sporadique et de la forme post-transfusion- 
nelle de 1' hepatite NANB. 
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II est different du virus HAV : 

1) Une infection par le virus NANB epideraique a 
ete observee chez un singe et chez des 
patients presentant une iramunite anti-HAV ; 
S 2) Les raarqueurs usuels de l 1 infection aigue 

(IgM anti-HAV) n'ont pas ete detectes ; 
3) Ce virus induit une reponse immune specif ique. 
et Les anticorps n'ont pas reagi avec une 
preparation virale de HAV ; des serums de pa- 
10 tients convalescents d' hepatite A ont donne 

des resultats. negatif s dans le test de detec- 
tion d 1 anticorps anti-virus NANB epideraique. 
Le virus NANB epidemique est egaleraent distinct 
du HBV et. par voie de consequence du HDV : 
15 1) La maladie a. evolue cliez certains patients 

presentant des anticorps anti-HBsAg et est 
egaleraent apparue chez un patient europeen 
vaccine presentant une forte iramunite anti- 
HBV ; 

20 2) II n'a genera lement pas ete detecte de HBsAg 

et HBeAg ; s'il preexiste des marqueurs de 
HBV a 1* hepatite NANB (chez certains patietnts 
ivoiriens), il* n'apparait pas d*IgM • anti- 
HBc 7 

25 3) Des IgM de singes infectes par du virus NANB 

epidemique et utilisees pour la detection 
d'antigene viral, ne reagissent ni avec le 
HBV ou avec . des preparations purif iees de 
HBsAg, ni avec des sdrums de patients repli- 

30 quant activement le HBV ; des anticorps anti- 

HBs n'interf erent pas dans le test de detec- 
tion d'antigene anti- virus NANB epidemique ♦ 
Le nouveau virus purif i^ caract4ris6 comme decrit 
dans ce qui precede, serable pouvoir etre isole de sources 

35. largement reparties. En plus des cas d^crits plus haut, 
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I'antigene associe au virus a egalement ete trouve chez un 
patient sen£galais et des anticorps ont ete trouves dans 
le serum d'un patient convalescent d'une epid£mie ayant 
sevi en Algerie. L 1 agent NANB epidemique est considere 
5 comme etant un virus vehicule par l'eau. N^anmoins son 
role dans 1' hepatite sporadique, en particulier dans un 
pays beneficiant de bonnes conditions d'hygiene, n'exclut 
pas d'autres voies de transmission, et notamment la voie 
sanguine. 

10 Au demeurant, 1 1 implication du virus NANB epide- 

mique dans des cas d'hepatite NANB sporadique ou post- 
transfusionnelle, devrait entrainer une reconsideration du 
qualificatif "epidemique". 

II resulte en effet des travaux de 1'Inventeur 
15 que le virus identifie conformement a la presente inven- 
tion, appele virus de 1' hepatite NANB epidemique, sporadi- 
que et transfusionnelle (en abrege : "H-SET" ) est Igale- 
ment responsable de 1" apparition d' hepatite de type non A 
non B chez des malades transfuses. 
20 Une etude comparative comprenant des malades po- 

lytransfuses sans hepatite infectieuse et .des malades 
atteints d' hepatite A ou B a montre 1' absence d'antigene 
associe au virus* dans leurs selles et I'absence de virus 
cultivables dans les conditions dans lesquelles le virus 
25 "H-SET" se multiplie. La souche "H-SET" 1-617 isolee des 
selles d'un malade souffrant d" hepatite NANB transfusion- 
nelle, a pu etre cultivee.sur cellules PLC/PRP5 dans- les 
conditions decrites plus haut. Les lesions correspondant 
notamment a de nombreuses formations syncitiales apparais- 
30 sent a J6-J7 precedant le decollement des cellules infec- 
tees. Un procede identique de culture est susceptible 
d'etre utilise pour un isolement du virus a partir d'un 
prelevement sanguin. Les cultures infectees peuvent etre 
utilisees comme source d'antigene non purifie en vue de la 
35 caracterisation a leur surface des molecules d'anticorps 
provenant d'un sujet ayant contracte 1' infection (le com- 
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plexe virus -ant icbrps etant r£v£le i l'aide d'anti-immuno- 

g lob alines humaines marquees). 

La souche Claraart s'est averee infectante pour 

deux singes rhesus (inoculation par ingestion (per os) 
5 avec 0,5 ml d'un extrait de selle a 10 %) avec apparition 

de l'antigene dans les selles entre les 20e et 24e jours 

apres 1 1 inoculation et avec augmentation des transaminases 

entre le 28e et le 32e jours (signe caracteristique 

d'atteinte hepatique) . 
10 ' 
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MICRO-ORGANISMES 

Feuille facultative relative au micro-organisme mentionne an page g , tlgna 3 — g da la description < 



A. IDENTIFICATION DU OfiPOT * 

O'autres depots sont identified sur una fauifta supplemental 3 Q 



Horn da ('institution da depot * 

COLLECTION NATIONALE DE CULTURES DE MICROORGANI SMES 
DE L'INSTITUT PASTEUR 



Adressa da (Institution da depot (y comprie la coda postal at la pays) * 

28, Rue du Docteur Roux , 75724 PARIS CEDEX 15 (FRANCE) 



Oate du depot * 


N*d'ordr«« 




30 Octobre 1986 




1-617 



B. INDICATIONS SUPPL&HENTAIRES 7 (a no rampllr qua si nacassaire). Una feullla separee ast Jolnta pour la suite da ces 
renseignements Q 



C. tTATS d£SIGN£s POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT CONNIES 3 (si las indications na sont pas donnees pour 
toua las Etats designes) 



JAPON 

DANEMARK 

AUSTRALIE 



O. INDICATIONS POURNies S^PAR^MENT • (a ne rsmplir que si necessaire) 



Las Indications enumerees d-apres sarant soumises ulteriaurement au Bureau intarnational * (specifier la natura general* das indi- 
cations p. ex., «No d'ordre du depots) 



E. Q La presente feullla a aid recue a vac ta demande Internationale lorsqua ceJle~ci a et6 depose* (a verifier par I* office reeepteur) 



6 NOV. 1987 



F. HOFFELT 



(Fonctionnaire autortse. 



PI Oate de reception (en provenance du deposant) par le Bureeu international >' 




(Fonctlonnalre autorfse) 
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MICRO-ORGANISMES 

Fauillo facultative relative iu micro-organlsme mantfonnt en p*g« g ,IIgne 7_£g da la description » 



A. IDEHTIFICATION 00 0£pQT » 

O'autres depdts sont Ftfantlflts sur una feuHle suppMrnentafrs * fgj 



Mom da nnititirtfon da de~pot + 

COLLECTION NATIONAIEDE CULTURES DE MICROORGANISMES 
DE. L'INSTITUT PASTEUR 



Adrasse da Institution d« depAt (y comprfs la coda postal at fa pays) * 

28, Rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15 (FRANCE) 



□ate du d£p6t 4 

30 Octobre 1986 



N*d*ordra« 



1-616 



8. INDICATIONS SUPPLEMENTAJRES t (a na remplfr qua tt fttfceaaaire). Una fauilla stfparie ««t [ofnta pour fa suit© da ces 
. ranselgnements Q 



C. ETAT5 D^StGN^S POUR LESQUELS L£S INDICATIONS SONT DO KNEES » (si les Indications ne sont pasdoimees pour 
tous las Etats rfesigntfa) 



JAPON 

DANEMARK 

AUSTRALIE 



O. INDICATIONS FOURNIES SE>AR*MENT« (ana rempHrque il necassalre) 



Lbs rndlcatlons dnumdrtfes rf-apras saront soomtses ultfrieurement au Bureau International * (fpedfler la natora generate das Indi- 
cations p. ox* «No d'ordra du rfip6t») 



E. Q La presents fertile a &t6 recue avae la damanda internationals lorsqua celle-d a 4tf deposes (4 verifier par I'ofTice recepteur) 



6 NOV: 1987 



F. HOFFELT 

(Fonctiorrnaira a 



n Dat0 de recaption, (an provenance dti deposant) par fa Bureau International *«* 




(FonctfonnaJra autorise) 



formufaire PCT/RO/134 (Janvier 198t) 
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MICRO-ORGAN ISMES I 


Fauille faeultatrve relative au miero-organisme mentionne en page 


14 . Hgna 27-29 da la description i 


A. IDENTIFICATION OU Ofc*POT * 




O'autres depots sont identifies sur una feuiQe supplemental^ 1 


Q 


Norn do restitution da dipot * 




COLLECTION ECACC 




Adresse de (Institution da ddpdt (y compd* la coda postal at la pays) * 1 


Porton Down, SALISBURY, Wilts ( GRANDE-BRETAGNE ) 


Data du depot * 


N» d'ordra • 


15 Avril 1987 


V87020502 


B. INDICATIONS SUPPLiMENTAIRES 1 (a na rempllr que si necataaJre). Una feulJIa si par da ast Jelnta pour la suite da ces 1 


ranaaigrtemanta 





C. ETATS OtiSIGNfclS POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONN*ES » (si las Indications ne sont pas donnees pour 
tous las Etats designes) 



JAPON 

DANEMARK 

AUSTRALIE 



D. INDICATIONS FOURNIES S£PAR£MENT • (a na rempllr qua si neceasafre) 



Les Indications enum4r4es d-aprea aeront soumlses ulttrtsurement au Bureau International * (specifier la nature general* das indi- 
cations p. sjl, a No d'ordre du dapota) 



E. Q La present* feuille a 4t6 recue avec la demand a Internationale lorsque celle-ci a *t* depos** (a verifier par roftlce recapteur) 

- 6 NOV. 1987 V. WOFFELT 



CFoncU 



["**] Data de reception (en provenance du daposant) par la Bureau internatlona 




(Fonctlonnaire autorfte) 



Formulaire PCXRO/134 (Janvier 1981) 
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RE VEND ICATIONS 

1°) Nouvel agent viral purifie implique dans 1' he- 
patite virale NANB, caracterise en ce qu'il presente un pro- 
fil de repartition de son activite antigenique qui comporte 
5 au raoins une bande a une densite de 1,28-1,32 g/cm 3 et/ou au 
moins une bande a une densite de 1,12-1,19 g/cm 3 « 

2° ) Nouvel agent viral purifie selon la revendica- 
tion 1, caracterise en ce qu'il est constitue par un agent 
viral purifie iiqplique dans I'hepatite virale epidemique, 
10 sporadique ou post-transfusionnelle. 

3 a ) Agent viral selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce qu'il est isole de feces de 
patients atteints d'hepatite NANB , par centrif ugation et fil- 
tration a travers "un f litre dont JLa porosite est de l'ordre 
15 de 0,22 ^im. 

4°) Agent viral selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2 r caracterise en ce qu'il est obtenu a partir 

d ' hepatocy tes ou a partir de lignees cellulaires continues 

• ■»*-•. 

d'hepatocytes, inocules par de I'extrait de feces* d'un malade 
20 atteint d ' hepatite . NANB ou par un extrait de foie d r un singe 
infecte. 

5*} Agent viral selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterise en ce que ledit agent viral auquel 
est ajssocie un antigene specifique, se presente sous la forme 

25 de particules virales spheriques de deux types principaux, a 
savoir des particules de l'ordre de 75 nm de diametre et des 
particules de l'ordre de 25 a 30 nm de diametre, les premie- 
res etant ma joritairement presentes dans les fractions d'un 
gradient de chlorure de. cesium de densite variant entre 1,1 

30 et 1,6 g/mi, dont la densite est. comprise entre. 1,28 et 
1,32 g/cm 3 et les fractions a 40-41,5% d'un gradient de sac- 
charose de concentration variant de 10 i 60% poids/ volume et 
les secondes etant ma joritairement presentes dans les frac- 
tions du gradient de CsCl de densite comprise entre 1,12 et 

35 1,19 g/cra 3 et les fractions a 26-28% dudit gradient de sac- 
charose. 
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6*) Antigene associe a l'agent viral selon l'une 
quelconque des revendications L a 5, caracterise en ce qu'il 
est obtenu par traitement d'un agent viral isole de feces de 
patients, cultive sur des hepatocytes infectes, par des 
5 agents de dissociation physique ou chimiques. 

7°) Antigene selon la revendication 6, caracterise 
en ce qu'il est obtenu par traitement aux ultra-sons d'un 
agent viral isole de lignees cellulaires continues d'hepato- 
cytes infectes. 

10 8°) Antigene selon la revendication 5 ou la reven- 

dication 7, caracterise en ce que son profil de repartition 
dans un gradient de CsCl se presente sous la forme d'une ban- 
de a une densite de 1,12-1,19 g/cm 3 et/ou d'une bande de den- 
site 1, 28-1,32, et en ce que 1' antigene est present apres 

15 apres ultracentrif ugation des fractions de CsCl dans un gra- 
dient de saccharose, dans la fraction a 26-28% du gradient de 
saccharose pour la premiere bande et dans la fraction a 
40-41,5% du gradient de saccharose pour la seconde bande. 

9 a ) Procede d'isolement d'un agent viral implique 

20 dans l'hepatite virale ftANB, caracterise en ce que des feces 
de patients atteints d'hepatite NANB sont soumises a un 
traitement de centrifugation, suivi d'un traitement de fil- 
tration a travers un element filtrant dont la porosite est de 
l'ordre de 0,22 ym, pour extraire ledit agent viral des fe- 

25 ces. 

10* ) Procede selon la revendication 9, caracte- 
rise en ce que le traitement de centrifugation est avanta- 
geuseraent constitue par une operation . de centrifugation a 
5000 - 8000 g. 

30 11°) Procede selon l'une quelconque des revendica- 

tions 9 et 10, caracterisi en ce que prealablement aux opera- 
tions de centrifugation et de filtration susdites, l'extrait 
de feces est soumis a un traitement de dissociation physique, 
notamment par ultra-sons ou a un traitement de dissociation 

3 5 chimique. 



WO 88/03410 PCT/FR87/00441 



-36- 

12") Procede d'obtention d'un agent viral implique 
dans 1' hepatite virale NANB, caracterise en ce que des 
hepatocy/tes ou des lignees cellulaires continues d'hepato- 
cytes, sont inocules par un extrait de feces d'un patient 
5 atteint d'hepatite NANB ou par un extrait de foie d'un singe 
(de preference Saimiri) inocule par un extrait de feces de 
patients souffrant d'hepatite NANB, et cultives jusqu'a con- 
fluence de la culture, a partir de laquelle. est realisee une 
sous-culture, qui est centirifugee apres plusieurs passages, 
10 pour recueillir l f agent viral recherche. 

13*). Procede selon la revendication 12, caracterise 
. en ce qu'il est mis en oeuvre pour I'obtention d r un agent vi- 
ral inplique dans l'hepatite virale NANB epidemique, spora- 
dique ou post-transf usionnelle. 
15 14°) Procede selon la revendication 12 ou la reven- 

dication 13, caracterise en ce que le culot de centrifugation 
est repris par un tampon approprie pour etre saumis a un 
traitement de dissociation physique ou chiraique qui libere 
dans le surnageant, de 1'Ag NANB, 
20 IS*) Procede de detection d'antigene NANB present 

dans les feces de patients atteints d'hepatite virale NANB, 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre un anticorps anti-NANB 
constitue par des immunoglobulines isolees du serum de pa-* 
tients convalescents 6u de singes prealablement infectes par 
25 le virus de l'hepatite NANB, qui sont incubees avec des ex- 
traits . de feces de mammiferes presumes atteints d'hepatite 
virale NANB, pour former an iramuncomplexe antigene-anticorps 
qui est revele a l'aide d r un test de detection approprie de 
la presence de l'antigene NANB dans lesdites * feces, tel que 
30 le RIA ou l'ELISA, notamment, pour la realisation d'un test 
de detection de la presence de l'antigene NANB, 

16*>Procede de detection selon la revendication 15, 
caracterise en ce que des extraits de feces de patients pre- 
sumes infectes par le virus NANB, obtenus par centrifugation 
35 et filtration des feces de ces patients, sont incubes avec 
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des immunoglobulines provenant d'un manunifere artificiel- 
lement infecte par le virus d' hepatite NANB, pour former un 
immuncomplexe antigene-anticorps qui est revile par des tests 
de detection appropriis tels que le RIA ou l'ELISA, notam- 
5 ment . 

17°) Procede de detection selon la revendica- 
tion 16, caracterise en ce que des extraits de feces de mam- 
miferes presumes infectes par le virus NANB, obtenus par cen- 
trifugation et filtration des feces de ces mammiferes, sont 
10 incubes avec un anticorps anti-NANB constitue par des frac- * 
tions d'Igti isolees de serums de singes infectes artificiel- 
lement par des extraits de feces de patients humains connus 
pour etre atteints d'hepatite NANB, fixees sur un support so- 
lide, puis avec une fraction d'IgG immune anti-virus NANB 
15 d'un manunifere de la meme espece ou d'une espece voisine, 
marquee avec un marqueur fluorescent, radioactif ou enzyma- 
tique. 

18°) Procede de detection selon la revendica- 
tion 17, caracterise en ce que ladite fraction d'IgG immune 
20 est marquee a la fl-galactosidase ou a la peroxydase, la reac- 
tion etant developpee a l'aide d'un substrat revelateur ap- 
proprie tel que 1 1 orthonitrophenyl-fl-D-galactopyranoside ou 
1 'orthophinylenedi amine en tampon acide. 

19 a ) Procede de detection selon l'une quelconque 
25 des revendications 15 a 18, caractirise en ce qu'il est ap- 
plique d la detection des anticorps dans le sang de malades 
ou dans des produits derives du sang. 

20°) Procede de detection selon la revendica- 
tion 19, caracterise en ce que la detection desdits anticorps 
30 a lieu par mise en contact de serum de malade ou d'un patient 
convalescent avec la preparation virale purifiee selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou avec une fraction de 
cette derniere, apres centrif ugation et isolement de la bande 
correspondant a une densite de 1,29-1,32, de preference prea- 
3 5 lablement fixie sur les parois d'une microplaque, et revela- 
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* 

tiqn du complexe Ag/Ac par una preparation d'anti-irumuno- 
globulines humaines marquees par un marqueur approprie. 

21° J Procede de detection selon la. revendica- 
tion 19, caracterist en ce que la detection desdits anticorps 
5 a lieu par caracterisation d'une activite anticorps dans les 
Igtt d'un patient permettant un diagnostic tres precoce de la 
maladie, en captant les IgM d l un s4rum de malade, en les fai- 
sant reagir avec la preparation virale purifiee selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou avec une -fraction de 
10 cette derniere, et en caracterisant I'Ag fixe sur. I'IgM du 
malade a l'aide d'immunaglobulines anti-immunoglobulines hu- 
maines ou de fragments de celles-ci, marques par un marqueur 
approprie. 

22*) Souche d'un agent viral purifie, selon I'une 
15 quelconque des revendications 1 a 5, isole des feces d'un ma- 
lade atteint d'hepatite virale NANB sporadique, dite "Souche 
Clamart", deposee le 30 Octobre 1986 sous le n* 1-617 aupres 
de la COLLECTION* NATIONALE DE CULTURE Dfi MICROORGANISMES ♦ 

23°) Souche d'un agent viral purifie r selon I'une 
20 quelconque des revendications 1 a 5, isole des feces d'un ma- 
lade atteint d'hepatite virale NANB epideraique, dite "Souche 
ivoirienne", deposee le 30 Octobre 1986 sous le n° 1-616 
aupres de la COLLECTION NATIONALE DE CULTURE DE MICRO- 
ORGANISMES * 

25 24°) Souche d'un agent viral purifie, dite "Souche 

ivoirienne ,r , selon la revendication 23, caracterisee en ce 
qu'elle est constitute par une culture du virus de I'hepatite 
NANB prpvenant des feces d'un malade atteint d'hepatite vira- 
le NANB" epidemique, sur des cellules hepatocytes. 

30 25*) Souche d' agent viral selon la revendica- 

tion 24, caracterisee en ce qu'elle est constitute par une 
culture du virus de I'hepatite non A non B provenant des fe- 
ces d'un malade . atteint d'hepatite virale NANB epidtmique, 
sur une lignee cellulaire continue d 1 hepatocytes, en particu- 

35 lier sur la lignee continue d'hepatocytes PLC/PRP 5 connue 
sous le nom de "lignee d f Alexander " . 
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26*) Reactif immunoLogique pour la detection de 
1* hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post-trans- 
fusionnelle, par le proc£de de detection seion la revendica- 
tion 15, caracterisS en ce qu'il est constitue par des immu- 
5 noglobulines isolees de serum de convalescents humains ou de 
s£rum d'animaux prealablement artif iciellement infectes par 

le virus de l'hepatite NANB. 

27°) Reactif immunologique selon la revendication 
26, caracterisS en ce qu'il est constitue par un anticorps 
10 forme d' immu noglobulines preparees a partir de serums d'ani- 
maux artif iciellement infectes par ingestion d'extraits de 
f£ ces de patients atteints d' hepatite NANB epidemique. 

28°) Reactif immunologique selon la revendication 
26, caracterise en ce qu'il est constitue par un anticorps 
15 anti-NANB prepare a partir de serums d'animaux immunises par 
le virus NANB ou ses fractions purifiees. 

29°) Reactif immunologique selon la revendication 
26, 27 ou 28, caracterisl en ce que l r anticorps anti-NANB est 

fixe sur un support solide. 

20 30°) Reactif immunologique selon la revendication 

29, caracterise en ce que le support solide revetu d 'anti- 
corps anti-NANB est en outre revetu de proteines. 

31 •■) Procede d'isoleraent d' anticorps anti-NANB de 
serums d'animaux artif iciellement infectes par ingestion 

25 d'extraits de feces de patients atteints d 'hepatite NANB epi- 
demique, caracterisS en ce que lesdits serums sont chromato- 
graphies sur une colonne de dextrane dans du tampon 
Tris-NaCl 0,1M, pH 8 pour isoler les IgM anti-NANB* 

32") Procede selon la revendication 31, caracterise 

30 en ce que les serums d'animaux artif iciellement infectes sont 
des serums de singes, collectes a partir du 27e jour apres 
1' infection par des extraits de feces. 

33°) Procede selon la revendication 32, caracterise 
en ce que les scrums isoles conformement a la revendication 

35 31 sont fixes sur des supports solides, notamment sur des 
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plaques en PVC, par contact entre les; Igm a des concentra- 
tions de l'ordre de 10 a 50 ug de proteines par ml de PBS, et 
lesdits supports pendant 18 a 24 heures a + 4°C environ • 

34") Procede selon la revendication 33, caracterise 

5 en ce que lesdits supports solides, revetus d'anticorps anti- 
NANB sont ensuite revetus d'une couche de .PBS contenant 0,1 % 
environ de BSA et 0,1 % environ, de Tveen 20. 

35°) Procede de detection d'anticorps dans le sang 
de patients ou dans des produits derives de sang, caracterise 

10 (a) en ce que l'on met en contact un ^chantillon de sang ou 
de produit derive de sang, avec. un reactif constitue par un 
agent viral selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, 
et (b) en ce que l'on identifie la presence d'anticorps de 
I'hepatite NANB virale dans ledit echantillon de sang ou de 

15 produit du sang. 

36*) Procede de diagnostic de 1 '"hepatite virale 
NANB sporadique, epidemique ou post-transf usionnelle dans des 
.extraits de feces, caracterise en ce que l'on incube les pla- 
ques, revetues d'anticorps IgM selon la revendication 28 ou la 

20 revendication 29, (a) tout d'abord avec des extraits de feces 
pendant 1 heure environ a 37°C .environ, puis (b) avec des 
fractions d'IgM ou d r IgG purifiees a partir de scrums de 
patients convalescents d 1 hepatite NANB epidemique et marquees 
par une enzyme, en presence, d'un substrat revilateur conve- 

25 nable. 

37*) Procede ' de diagnostic selon la revendica- 
tion 36, caract4ris£. en ce que les fractions d'IgG sont mar- 
quees par la beta-galactosidase et le substrat r4velateur 
convenable est de preference constitue par 1 ' orthonitrophe- 
30 nyl-b£ta-D-galactopyranoside» 

38°) Procede de diagnostic selon la revendica- 
tion 36, caracterise en ce que les- fractions d'IgG marquees 
par uhe enzyme, sont obtenues a partir de serums de patients 
convalescents d' hepatite NANB epidemique. 

35 
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3 9* ) Procede de preparation des IgG mises en oeuvre 
selon La ravendication 36, caract£ris4 en ce que les frac- 
tions d'IgG sont isolees par purification, de serums de 
patients convalescents d'hepatite NANB epidemique, par chro- 

5 matographie sur une colonne de DEAE-Trisacryl, puis elles 
sont marquees par une enzyme convenable, de preference la 
beta-galactosidase. 

40°) Kit, ou ensemble, pret a l'emploi pour le 
diagnostic de 1 'hepatite virale NANB epidemique, sporadique 

10 ou post-transf usionnelle, caracterise en ce qu'il comprend, 
outre les tampons, solvants et reactifs n^cessaires a la mise 
en oeuvre du procede de diagnostic selon l'une quelconque des 
revendications 15 a 19 et 36 a 33, au moins un reactif de 
diagnostic constitue par des IgM anti-NANB fixees sur un sup- 

15 port solide, au moins un reactif constitue par des IgG mar- 
quees par une enzyme conformement a la revendication 37, et 
au moins un substrat convenable de revelation de la reaction 
enzymatique. 

41° ) Kit de diagnostic de 1 'hepatite virale NANB 
20 epidemique, sporadique ou post-transf usionnelle, caracterise 
en ce qu'il comprend un extrait marque de I'agent viral selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 8, des anti-immuno— 
globulines humaines, des tampons convenables et des reactifs 
de visualisation du marquage de I'agent viral. 
25 42°) Agent thlrapeutique pour le traitement de 

1' hepatite virale NANB epidemique, sporadique ou post-trans- 
f usionnelle, caracterise en ce qu'il comprend essentiellement 
un anticorps purifie dirige contre I'agent viral selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8. 
30 43°) Agent therapeutique selon la revendication 42, 

caracteris4 en ce qu'il est essentiellement constitue par les 
IgM selon l'une quelconque des revendications 26 a 30, 

44*) Agent therapeutique selon la revendication 42, 
caracterise en ce qu'il est essentiellement constitue par des 
35 anticorps monoclonaux produits par un hybridome resultant de 
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la fusion de cellules de myilome et de cellules spleniques de 
souris auxquelles ont etS inocuiees des agents viraux de 
1 'hepatite NAETB selon l l une quelconque des revendications 1 d 
8. 

5 45°) Souche d'un agent viral purifie isole des 

feces d r un malade atteint d 1 hepatite virale NANB post-trans- 
fusionnelle r dite "souche H-SET" deposee le 5 Fevrier 1987 
sous le N* 87.02.05.02 aupresde la Collection ECACC 
(Grande-Bretagne) • 
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